三次元scaffoldを用いた機械的刺激によるヒト歯髄幹細胞の象牙芽細胞への分化誘導 by 宮下  俊郎
三次元scaffoldを用いた機械的刺激によるヒト歯髄
幹細胞の象牙芽細胞への分化誘導




 論  文  内  容  要  旨  
             氏  名  宮 下  俊 郎  
近 年 、 間 葉 系 幹 細 胞 や 前 駆 細 胞 へ の 機 械 的 刺 激 負 荷 に よ り 骨 芽 細 胞 、 軟 骨
細 胞 、 及 び 靭 帯 細 胞 へ の 分 化 が 促 進 す る と 報 告 さ れ て い る 。 ま た 、 歯 髄 細 胞
へ の 伸 展 刺 激 負 荷 は 象 牙 芽 細 胞 分 化 を 促 進 す る と の 報 告 も あ る が 、 使 用 さ れ
た 象 牙 芽 細 胞 マ ー カ ー は 骨 に お い て も 発 現 が 認 め ら れ る も の で あ っ た 。 さ ら
に 、 象 牙 芽 細 胞 分 化 に は W n t 1 0 a や  M A P K  s i g n a l i n g  p a t h w a y の 関 与 が 報 告 さ
れ て い る 。 し か し 、 象 牙 芽 細 胞 分 化 メ カ ニ ズ ム の 詳 細 は 未 だ 解 明 さ れ て い な
い 。 ま た 、 i n  v i v o に お い て 露 髄 面 に B M P 2 添 加 の 不 活 性 化 象 牙 質 基 質 を 移 植
し た 所 、 歯 髄 細 胞 が 並 列 し た 象 牙 芽 細 胞 様 細 胞 へ 分 化 誘 導 さ れ 、 細 管 象 牙 質
が 形 成 さ れ た と 報 告 さ れ て い る 。 一 方 で 、 B M P 2 添 加 の コ ラ ー ゲ ン を 基 質 と し
て 移 植 し た 所 、 骨 芽 細 胞 様 細 胞 と 骨 様 象 牙 質 が 形 成 さ れ た と 報 告 さ れ て い る 。
従 っ て 、 象 牙 細 管 様 の 三 次 元 構 造 は 歯 髄 細 胞 の 象 牙 芽 細 胞 分 化 に 重 要 で あ る
と 考 え ら れ る 。 以 上 の こ と か ら 、 本 研 究 で は 象 牙 細 管 様 の 細 孔 加 工 を 施 し た
s c a f f o l d 上 で 歯 髄 幹 細 胞 へ 加 圧 刺 激 を 負 荷 し 、 並 列 す る 象 牙 芽 細 胞 へ の 分 化
誘 導 を 試 み た 。 評 価 は 、 象 牙 芽 細 胞 マ ー カ ー の D S P P 及 び e n a m e l y s i n の 発 現
を 確 認 し 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 像 に て 細 胞 突 起 の 伸 長 を 確 認 し た 。 ま た 加
圧 刺 激 に よ る 象 牙 芽 細 胞 分 化 メ カ ニ ズ ム 解 明 の た め 、 分 化 誘 導 後 に 発 現 が 上
昇 す る 遺 伝 子 検 索 、 及 び M A P K  s i g n a l i n g  p a t h w a y の 関 与 を 確 認 し た 。 さ ら に 、
象 牙 芽 細 胞 分 化 に お け る 物 理 的 環 境 因 子 の 重 要 性 を 確 認 す る た め 、 他 組 織 由
間 葉 系 細 胞 を 用 い て 歯 髄 幹 細 胞 と 同 様 に 象 牙 芽 細 胞 へ の 分 化 誘 導 を 試 み た 。  
至 適 刺 激 条 件 の 検 討 に よ り 、 播 種 細 胞 密 度 4 . 0 × 1 0 5  c e l l s / c m 2 、 強 さ
1 9 . 6 k P a 、 及 び 9 時 間 の 加 圧 刺 激 負 荷 に お い て 、 象 牙 芽 細 胞 マ ー カ ー の 発 現 が
有 意 に 上 昇 し 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 像 に お い て ほ ぼ 全 て の s c a f f o l d 細 孔 へ
細 胞 突 起 の 伸 長 を 認 め た 。 次 い で 、 加 圧 刺 激 に よ る 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 確 認
し た 所 、 B M P 7 お よ び W n t 1 0 a は 、 象 牙 芽 細 胞 マ ー カ ー と 同 様 の 発 現 傾 向 を 呈 し
た 。 ま た 、 加 圧 刺 激 負 荷 1 時 間 で 、 M A P K  E R K 1 / 2 ・ p 3 8 の リ ン 酸 化 が 亢 進 し 、
ま た 各 々 の 阻 害 剤 添 加 に よ り 象 牙 芽 細 胞 分 化 は 抑 制 さ れ た 。 さ ら に 骨 髄 幹 細
胞 と 羊 膜 間 葉 系 細 胞 に s c a f f o l d 上 で 加 圧 刺 激 を 負 荷 し た 所 、 歯 髄 幹 細 胞 と 同
様 に 象 牙 芽 細 胞 分 化 が 促 進 し た 。 し か し な が ら 、 細 孔 非 存 在 下 に お い て 加 圧
刺 激 を 負 荷 し た 所 、 象 牙 芽 細 胞 分 化 は 認 め ら れ な か っ た 。  
こ れ ら の 結 果 か ら 、 象 牙 細 管 構 造 様 の s c a f f o l d 上 で 歯 髄 幹 細 胞 へ の 加 圧 刺
激 負 荷 は 、 M A P K  E R K 1 / 2 ・ p 3 8  s i g n a l i n g  p a t h w a y を 介 し 象 牙 芽 細 胞 分 化 を 促
進 し 、B M P 7 お よ び W n t 1 0 a の 発 現 を 増 加 さ せ る こ と が 明 ら か と な っ た 。さ ら に 、
象 牙 細 管 構 造 様 の 三 次 元 構 造 は 、 象 牙 芽 細 胞 分 化 に 重 要 な 影 響 を 与 え る こ と
が 示 唆 さ れ た 。 本 研 究 結 果 に よ り 、 加 圧 刺 激 に よ る 象 牙 芽 細 胞 分 化 の メ カ ニ
ズ ム が 明 ら か と な り 、 象 牙 芽 細 胞 分 化 に お け る s c a f f o l d の 表 面 形 態 が 最 終 分
化 の 決 定 に 重 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。  
 
 
 
 
